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Beschreibung 

Die voriiegende Erfindung betriffl die Verwendung von DNA-Sequenzen codierend fur eine l-Deoxy-D-Xylulose-5- 
Phosphat Synthase (DOXS) zur Herstellung von Pflanzen mit erhohtem Tocopherol-, Vitamin K-, Chlorophyll- und/oder 
5 Carotinoid-Gehalt, speziell die Verwendung einer DNA-Sequenz SEQ ID No. 1 oder einer mit dieser hybridisierenden 
DNA-Sequenz, einem Verfahren zur Herstellung von Pflanzen mit erhohtem Tocopherol-, Vitamin K-, Chlorophyll- und/ 
oder Carotinoid-Gehalt, die derart hergestellte Pflanze selbst, sowie die Verwendung der SEQ ID No. 1 zur Herstellung 
eines Testsy stems zur Identifizierung von Inhibitoren der DOXS. 

Ein wichtiges Ziel pflanzenmolekulargenetischer Arbeiten ist bisher die Erzeugung von Pflanzen mit erhohtem Gehalt 
to an Zuckero, Enzymen und Aminosauren. Wirtschaftlich in teres sant ist jedoch auch die Entwicklung von Pflanzen mit er- 
hohtem Gehalt an Vitaminen, wie z. B. der Erhohung des Tocopherol-Gehaltes. 

Die in der Natur vorkommenden acht Verbindungen mit Vitamin E-Aktivitat sind Derivate des 6-Chromanols (Ull- 
mann's Encyclopedia of Industrial Chemistry, Vol. A 27 ( 1 996), VCH Verlagsgesellschaft, Chapter 4., 478-488, Vitamin 
E). Die erste Gruppe (la-d) stammt von Tocopherol ab,.die zweite Gruppe besteht aus Derivaten des Tbcotrienols 
15 (2a-d): 




25 1 a, a-Tocopherol: R 1 = R 2 = R 3 = CH 3 

lb, 0-Tocopherol [148-03-8]: R l = R 3 = CH 3 , R 2 = H 
1c, ^Tocopherol [54-28-4]: R l = H, R 2 = R 3 = CH 3 
Id, o-Tocopherol [119-13-1]: R l = R 2 = H, R 3 = CH 3 




2a, a-Tocotrienol [1721-51-3]: R l = R 2 = R 3 = CH 3 
2b, ^-Tocotrienol [490-23-3]: R l = R 3 = CH 3 , R 2 = H 
40 2c, 7-Tocotrienol [14101-61-2]: R ! = H, R 2 = R 3 = CH 3 
2d, o-Tocotrienol [25612-59-3]: R l = R 2 = H, R 3 = CH 3 

Wirtschafdich groBe Bedeutung besitzt a-Tocopherol. 

Der Entwicklung von Kulturpflanzen mit erhohtem Tocopherol-Gehalt durch Gewebekultur oder Samenmutagenese 

45 und natiirliche Auswahl sind Grenzen gesetzt. So muB einerseits der Tocopherol-Gehalt bereits in Gewebekultur erfaBbar 
sein und andererseits konnen nur diejenigen Pflanzen Uber Gewebekulturtechniken rnanipuliert werden, deren Regene- 
ration zu ganzen Pflanzen aus Zellkulturen gelingt. AuBerdem konnen Kulturpflanzen nach Mutagenese und Selektion 
unerwiinschte Eigenschaften zeigen, die durch teilweise mehrmalige Ruckkreuzungen wieder beseitigt werden mussen. 
Auch ware die Erhohung des Tocopherol-Gehaltes durch Kreuzung auf Pflanzen der selben Art beschrankt 

50 Aus diesen Grunden ist das gentechnische Vorgehen, ein fur die Tocopherol Syntheseleistung kodierendes, essentielles 
Biosynthesegen zu isolieren und in Kulturpflanzen gezielt zu ubertragen, dem klassischen Ziichtungsverfahren uberie- 
gen. Dieses Verfahren setzt voraus, daB dieBiosynthese und deren Regulation bekannt ist und daB Gene, die die Biosyn- 
theseleistung beeinflussen, identifiziert werden. 

Isoprenoide oder Terpenoide bestehen aus verschiedenen Klassen lipidloslicher Molekiile und werden teilweise oder 

55 vollstandig aus C5. Isopren-Einheiten gebildet. Reine Prenyllipide (z. B. Carotinoide) bestehen aus C-Skeletten, die aus- 
schlieBlich auf Isopren-Einheiten zuruckgehen, wahrend gemischte Prenyllipide (z.. B. Chlorophyll) eine Isoprenoid-Sei- 
tenkette besitzen, die mit einem aromatischen Kem verbunden isL 

Ausgangspunkt der Biosynthese von Prenyllipiden sind 3 x Acetyl-CoA Einheiten, die uber p-Hydroxymethylgluta- 
ryl-CoA (HMG-CoA) und Mevalonat in die Ausgangs-Isopren-Einheit (C5), dem Isopentenylpyrophosphat (IPP), umge- 

60 wandelt werden. Kiirzlich wurde durch in vivo Futterungsexperimente mit C 13 gezeigt, daB in verschiedenen Eubakte- 
rien, Griinalgen und pflanzlichen Chloroplasten ein Mevalonat-unabhangiger Weg zur Bildung von IPP beschritten wird: 



2 

BNSDOCID: <OE_13835219A1 I > 



DE 198 35 219 A 1 



Glycerinaldehyd-3-Phosphat + Pyruvat 



DOXS 



* 

1 - Deoxy - D - Xylulose - 5 - Phospha t 




IPP 



IPP 



GPP 



2 IPP 



Q3PP ^ ^ ► Carotinoide 



10 



15 



20 



25 



30 



35 



Tocopherol e 

Dabei werden Hydroxyethylthiamin, das durch Decarboxylierung von Pyruvat entsteht, und Glycerinaldehyd-3-Phos- 
phat (3-GAP) in einer durch die l-Deoxy-D-Xylulose-5-Phosphat Synthase vermillelten "Transketolase M -Reaktion zu- 
nachsl in l-Deoxy-D-Xylulose-5-phosphat umgewandelt (Schwender et al. f FEBS Lett. 414 (1), 129-134 (1997); Ari- 
goni et al. t Ptoc.NaU.Acad.Sci USA 94 (2), 10600-10605 (1997); Lange et al., Proc.Natl.Xcad.Sci.USA 95 (5), 45 
2100-2104 (1998); Lichtenthaler et al., FEBS Lett. 400 (3), 271-274 (1997). Dieses wird dann durch eine intramoleku- 
lare Umordnung in IPP umgesetzt (Arigoni et al, 1 997). Biochemische Daten deuten darauf hin, daB der Mevalonat-\M;g 
im Zytosoi operiert und zur Bildung von Phytosterolen fuhrt. Das Antibiotikum Mevinolin, ein spezifischer Inhibitor der 
Mevalonat-Bildung, fuhrt lediglich zur Inhibition der Sterol-Biosynthese im Zytoplasma, wahrend die Prenyllipid-Bil- 
dung in den Plastiden unbeeinfluBt ist (Bach und Lichtenthaler, Physiol. Plant 59 (1 983), 50-60. Der Mevalonatunabhan- 50 
gige Weg ist dagegen plastidar lokalisiert und fuhrt vornehmlich zur Bildung von Carotinoiden und plastidaren Prenylu- 
piden (Schwender et al., 1997; Arigoni et al. 1997). 

IPP steht im Gleichgewicht mil seinem Isomer, dem Dimethylallyl Pyrophosphat (DMAPP). Eine Kondensation von 
IPP mit DMAPP in Kopf-Schwanz Anlagerung ergibt das Monoterpen (Cia) Geranyl-Pyrophosphat (GPP). Die Addition 
von weiteren IPP Einheiten fuhrt zum Sesquiterpen (C l5 ) Famesy-Pyrophosphat (FPP) und zum Diterpen (C20) Geranyl- 55 
Geranyl-Pyrophosphat (GGPP). Die Verknupfiing zweier GGPP Molekiile fuhrt zur Bildung der Cact Vorlaufer fur Caro- 
tinoide. GGPP wird durch eine Prenylketten-Hydrogenase zum Phytyl-Pyrophosphat (PPP) umgeformt, dem Ausgangs- 
stoff fur die weitere Bildung von Tocopherolen. 

Bei den Ringstrukturen der gemischien Prenyllipide, die zur Bildung der Vitamine E und K fuhren, handelt es sich urn 
Quinone, deren Ausgangsmetabolite aus dem Shikimat-Weg stammen. Die aromatischen Aminosauren Phenylalanin 60 
bzw. lyrosin werden in Hydroxyphenyl-Pyruvat umgewandelt, welches durch Dioxygenierung in Homogentisinsaure 
uberfuhrt wird. Diese wird an PPP gebunden, urn den Vforlaufer von a-Tocopherol und a-Tocoquinon, das 2-Methyl-6- 
phytylquinbl, zu bilden. Durch Methylierungsschritte mit S-Adenosylmethionin als Methyl-Gruppen-Donor entsteht zu- 
nachst 2,3-Dimethyl-6-phytylquinol, dann durch Zyklisierung ^-Tocopherol und durch nochmalige MethyUerung Ct-To- 
copherol (Richter, Biochemie der Pflanzen, Georg Thieme Verlag Stuttgart, 1996). 65 

In der Literatur finden sich Beispiele die zeigen, daB die Manipulation eines Enzyms den Metabolit-FluB direkuonal 
beeinfluBen kann. In Experimenten mit einer veranderten Expression der Phytoen Synthase, welche zwei GGPP-Mole- 
kule zu 15-cis-Phytoen miteinander verkniipft, konnte ein direkter EinfluB auf die Carotinoid-Mengen dieser transgenen 
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Tomatenpflanzen gemessen werden (Fray und Grierson, Plant MoLBioL22 (4), 589-602 (1993); Fray et aL, Plant J., 8, 
693-701 (1995). Wie zu erwarten, zeigen transgene Tabakpflanzen mit verringerten Mengen an Phenylalanin- Ammo- 
nium Lyase reduzierte Phenylpropanoid-Mengen. Das Enzym Phenylalanin- Ammonium Lyase katalysiert den Abbau 
von Phenylalanin, entzieht es also der Phenylpropanoid-Biosynthese (Bate et aL, Proc. NatL Acad. Sri USA 91 (16): 
5 7608-7612 (1994); Howies et aL, Plant PhysioL 112. 1617-1624 (1996). 

Uber die Erhdhung des Metabolitflusses zur Steigerung des Tocopherol -Gehaltes in Pflanzen durch Ubeexpression 
einzelner Biosynthesegene ist bisher wenig bekannL Lediglich WO 97/27285 beschreibt eine Modifikation des Tocophe- 
rol-Gehaltes durch verstarkte Expression bzw. durch Herunterregulation des Enzyms p-Hydroxyphenylpyruvatdioxyge- 
nase (HPPD). 

to Aufgabe der vorliegenden Erfindung war die Entwicklung einer transgenen Pflanze mit erhohtem Gehalt an Tbcophe- 
rolen, Vitamin K, Chlorophyllen und Carotinoiden. 

Die Aufgabe wurden iiberraschenderweise gelost durch die Uberexpression eines l-Deoxy-D-Xylulose-5-Phosphat 
Sythase (DOXS) -Gens in den Pflanzen. 

Um den Metabolit-FluB aus dem Primarstoffwechsel in den Isoprenoid-Stoffwechsel zu verstarken, wurde die Bildung 

15 von IPP als allgemeines Ausgangssubstrat fur alle plastidaren Isoprenoide erhohL Zu diesem Zweck wurde in Pflanzen 
die Akti vital der DOXS durch Uberexpression des homologen Gens (Gen aus Orgnismus der selben Art) erhohL Dies 
kann auch durch die Expression eines heterologen Gens (Gens aus entfernten Organismen) erreicht werden. Nukleotid- 
sequenzen sind aus Arabidopsis thaliana DOXS (Acc. No. U 27099), Reis (Acc. No. AH)24512) und Pfefferminze (Acc. 
No. AF019383) beschrieben. 

20 In einem Ausfuhrungsbeispiel wird das DOXS-Gen aus Arabidopsis thaliana (Seq-ID No.: 1; Mandel et aL Plant J. 9, 
649-658 (1996); Acc. No. U27099) in transgenen Pflanzen verstarkt exprimiert. Eine Plastidenlokalisierung ist durch die 
in der Gensequenz enthaltenen-Transitsignalsequenzgewahrleistet. Auch geeignet als Expressionskassette ist eine DNA- 
Sequenz, die fur ein DOXS-Gen codiert, das mit Seq-ID No. 1 hybridisiert und das aus anderen Organismen bzw. vor- 
zugsweise aus anderen Pflanzen stammL 

25 Das nun vermehrt zur Verfugung stehende GGPP wird weiter in Richtung Tocopherole und Carotinoide umgesetzL 
Die effiziente Bildung von Carotinoiden ist essentiell fur die Photosynthese, wobei sie neben den Chlorophyllen als 
"Lichtsammler-Komplexe" zur besseren Ausnutzung der Photonenenergie dienen (Heldt, Pflanzenbiochemie. Spektrum 
Akadeniischer Verlag Heidelberg Berlin Oxford, 1996). Zusalzlich erfullen Carotinoide wichtige Schulzfunktionen ge- 
gen Sauerstoff-Radikale wie den Singulett-Sauerstoff, den sie wieder in den Grundzustand zuruckfuhren konnen (Asada, 

30 1994; Demming-Adams und Adams, Trends in Plant Sciences 1; 21-26 (1996). Es wurde eine l-Deoxy-D-Xylulose-5- 
Phosphat Synthase defekte Arabidopsis thaliana Mutante isoliert, die einen "Albino-Phanotyp" zeigt (Mandel et aL 
1996). Daraus ist abzuleiten, daB eine verringerte Menge an Carotinoiden in den Plastiden negative Auswirkungen auf 
die Pflanze hat 

Zusatzliche Aufgabe der vorliegenden Erfindung war daher die Entwicklung eines Testsystems zur Identifizierung von 
35 Inhibitoren der DOXS. 

Diese Aufgabe wurde gelost durch die Expression eines DOXS-Gens aus Arabidopsis bzw. damit hybridisierenden 
DNA-Sequenzen und anschlieBende Testung von Chemikalien auf Hemmung der DOXS-EnzymaktivitaL 

Die Herstellung der transgenen Pflanzen erfolgt durch Transformation der Pflanzen mit einem das DOXS-Gen enthal- 
tenden Konstrukt. Als Modellpflanzen fur die Produktion von Tocopherolen, Vitamin K, Chlorophyllen und Carotinoi- 
40 den wurden Arabidopsis und Raps eingesetzt. 

Die Klonierung des vollstandigen DOXS-Gens aus Arabidopsis erfolgt uber die Isolierung der fur das DOXS-Gen 
spezifischen cDNA (Seq-ED No.: 1). 

Gegenstand der Erfindung ist die Verwendung der DNA-Sequenz SEQ ID No. 1, die fur eine DOXS oder deren fiink- 
tionelles Aquivalent kodiert, zur Herstellung einer Pflanze mit erhohtem Tocopherol-, Vitamin K, Chlorophyll und/oder 
45 Carou'noid-Gehalt. Die Nukleinsauresequenz kann dabei z. B. eine DNA- oder eine cDNA-Sequenz sein. Zur Insertion 
in eine Expressionskassette geeignete kodierende Sequenzen sind beispielsweise solche, die fur eine DOXS kodieren 
und die dem Wirt die Fahigkeit zur Uberprodukuon von Tocopherol verleihen. 

Die Expressionskassetten beinhalten auBerdem regulative Nukleinsauresequenzen, welche die Expression der kodie- 
renden Sequenz in der Wirtszelle steuem. GemaB einer bevorzugten Ausfuhrungsform umfaBt eine Expressionskassette 
50 stromaufwarts, d. h. am 5'-Ende der kodierenden Sequenz, einen Promotor und stromab warts, d. h. am 3-Ende, ein Po- 
lyadenylierungssignal und gegebenenfalls weitere regulatorische Elemente, welche mit der dazwischenliegenden kodie- 
renden Sequenz fur das DOXS-Gen operativ verkniipfl sind. Unter einer opera tiven Verknupfung versteht man die se- 
quenzielle Anordnung von Promotor, kodierender Sequenz, Terminator und ggf. weiterer requlativer Elemente derart, 
daB jedes der regulauven Elemente seine Funktion bei der Expression der kodierenden Sequenz bestimmungsgemaB er- 
55 fiillen kann. Die zur operativen Verknupfung bevorzugten aber nicht darauf beschrankten Sequenzen sind Targeting-Se- 
quenzen zur Gewahrlei stung der subzellularen Lokalisation im Apoplasten, in der Vakuole, in Plastiden, im Mitochon- 
drium, im Endoplasmatischen Retikulum (ER), im Zellkern, in Olkorperchen oder anderen Kompartimenten und IVans- 
lationsverstarker wie die 5'-Fuhrungssequenz aus dem Tabak-Mosaic- Virus (Gallie et aL, NucL Acids Res. 15 (1987) 
8693-8711). 

60 Beispielhaft kann die pflanzliche Expressionskassette in den Tabak-Transformationsvektor pBinAR-Hyg eingebaut 
werden. Abb. 1 zeigt die Tabaktransformationsvektoren pBinAR-Hyg mit 35S-Promotor (A) bzw. pBinAR-Hyg mit sa- 
menspezifischem Promotor Phaseolin 796 (B): 

-"HPT: Hygromycin-Phosphotransferase 
65 - OCS: Octopin-Synthase-Terminalor 

- PNOS: Nopalin-Synthase-Promotor 

- auBerdem sind solche Restrikuonsschnittstellen eingezeichnet, die nur einmal den Vektor schneiden. 
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Als Promotoren der Expressionskassette ist grundsatzlich jeder Promoter geeignet, der die Expression von Fremdge- 
nen in Pflanzen steuem kann. Vorzugsweise verwendet man insbesondere einen pflanzlichen Promotor oder einen Pro- 
motor, der einem Pflanzenvirus entstammt, Insbesondere bevorzugt ist der CaMV 35S-Promotor aus dem Blumenkohl- 
Mosaik- Virus (Franck el al., Cell 21 (1980), 285-294). Dieser Promotor enthalt bekanntlich unterschiedliche Erken- 
nungssequenzen fur transkriptionale Effektoren, die in ihrer Gesamtheit zu einer permanenten und konsiitutiven Expres- 5 
sion des eingefuhrten Gens fuhren (Benfey et al., EMBO J. 8 (1989), 2195-2202). 

Die Expressionskassette kann auch einen chemisch induzierbaren Promotor enthalten, durch den die Expression des 
exogenen DOXS-Gens in der Pflanze zu einem bestimmten Zeitpunkt gesteuert werden kann. Derartige Promotoren wie 
z. B. der PRPl-Promotor (Ward et al, PlanL Mol. Biol 22 (1993), 361-366), ein durch Salizylsaure induzierbarer Pro- 
motor (WO 95/1 9443), ein durch Benzenesulfonamid-induzierbarer (EP- A 388 1 86), ein durch Tetrazyklininduzierbarer 10 
(Gatz et al., (1992) Plant J. 2, 397-404), ein durch Abscisinsaure-induzierbarer (EP-A 335528) bzw. ein durch Ethanol- 
oder Cyclohexanon-induzierbarer (WO 93/21334) Promotor konnen u. a. verwendet werden. 

Weiterhin sind insbesonders solche Promotoren bevorzugt, die die Expression in Geweben oder Pflanzenteilen sicher- 
stellen, in denen die Biosynthese von Tocopherol bzw. dessen Vorstufen stattfindet. 

Insbesondere zu nennen sind Promotoren, die eine blattspezifische Expression gewahrleisten. Zu nennen sind der Pro- 15 
motor der cytosolischen FBPase aus Kartoffel oder der ST-LSI Promotor aus Kartoffel (Stockhaus et al., EMBO J. 8 
(1989)2445-245). 

Mit Hilfe eines samenspezifischen Promotors konnte ein Fremdprotein stabil bis zu einem Anteil von 0,67% des ge- 
samten loslichen Samenproteins in den Samen transgener Tabakpflanzen exprimiert werden (Fiedler und Conrad, Bio/ 
Technology 10 (1995), 1090-1094). Die Expressionskassette kann daher beispielsweise einen samenspezifischen Pro- 20 
motor (bevorzugt den Phaseolin-Promotor (US 5504200), den USP- (Baumlein, H. et al. Mol. Gen. Genet, (1991) 225 
(3), 459-467) oder LEB4-Promotor (Fiedler und Conrad, 1 995)), das LEB4-Signalpeptid, das zu exprimierende Gen und 
ein ER-Retenlionssignal enthalten. Der Aufbau einer derartigen Kassette ist in der Abb. 1 schematisch beispielhaft dar- 
gestellL 

Die Herstellung einer Expressionskassette erfolgt durch Fusion eines geeigneten Promotors mit einer geeigneten 25 
DOXS-DNA Sequenz und vorzugsweise einer zwischen Promotor und DOXS-DNA-Sequenz inserierten DNA, die fur 
ein chloroplastenspezifisches Transitpeptid kodiert, sowie einem Polyadenylierungssignal nach gangigen Rekombinati- 
ons- und Klonierungstechniken, wie sie beispielsweise in T. Maniatis, E. F. Fritsch und J. Sambrook, Molecular Cloning: 
A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY ( 1 989) sowie in T. J. Silhavy, M. L. Ber- 
man und L.W. Enquist, Experiments with Gene Fusions, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY ( 1 984) 30 
und in Ausubel, F.M. et al., Current Protocols in Molecular Biology, Greene Publishing Assoc. and Wiley-Interscience 
(1987) beschrieben sind. 

Insbesondere bevorzugt sind Sequenzen, die ein Targeting in den Apoplasten, in Plastiden, in die Vakuole, in das Mi- 
tochondrium, in das Endoplasmatische Retikulum (ER) oder durch ein Fehlen entsprechender operativer Sequenzen ei- 
nen Verbleib im Kompartiment des Entstehens, dem Zytosol, gewahrleisten (Kermode, Crit. Rev. Plant Sci. 15, 4 (1996), 35 
285-423). Fur die Menge der Proteinakkumulation in transgenen Pflanzen besonders forderlich erwiesen hat sich eine 
Lokalisation im ER (Schouten et al, Plant Mol. Biol. 30 (1996), 781-792). 

Es konnen auch Expressionskassetten verwendet werden, deren DNA- Sequenz fur ein DOXS-Fusionsprotein kodiert, 
wobei ein Teil des Fusionsproteins ein Transitpeptid ist, das die Translokation des Polypeptides steuert. Besonders be- 
vorzugt sind fur die Chloroplasten spezifische Transitpeptide, welche nach Translokation des DOXS-Gens in die Chlo- 40 
roplasten vom DOXS-Teil enzymatisch abgespalten werden. Insbesondere bevorzugt ist das Transitpeptid, das von der 
plastidaren Transketolase (TK) oder einem funktionellen Aquivalent dieses Transitpeptids (z. B. dem Transitpeptid der 
kleinen Untereinheit der Rubisco oder der Ferredoxin NADP Oxidoreduktase) abgeleitel ist. 

Die inserierte Nukleotid-Sequenz kodierend fiir eine DOXS kann synthetisch hergestellt oder naturlich gewonnen sein 
oder eine Mischung aus synthetischen und naturlichen DNA-Bestandteilen enthalten, sowie aus verschiedenen heterolo- 45 
gen DOXS-Genabschnitten verschiedener Organismen bestehen. Im allgemeinen werden synthetische Nukleotid-Se- 
quenzen mit Kodons erzeugt, die von Pflanzen bevorzugt werden. Diese von Pflanzen bevorzugten Kodons konnen aus 
Kodons mit der hochsten Proteinhaufigkeit bestimmt werden, die in den meisten interessanten Pflanzenspezies expri- 
miert werden. Bei der Preparation einer Expressionskassette konnen verschiedene DNA-Fragmente manipuliert werden, 
um eine Nukleotid-Sequenz zu erhalten, die zweckmaBigerweise in der korrekten Richtung liest und die mit einem kor- 50 
rekten Leseraster ausgestattet ist. Fur die Verbindung der DNA-Fragmente miteinander konnen an die Fragmente Adap- 
toren oder Linker angesetzt werden. 

ZweckmaBigerweise konnen die Promotor- und die Terminator-Regionen in Transkripu'onsrichtung mit einem Linker 
oder Poly linker, der eine oder mehrere Restriktionsstellen fur die Insertion dieser Sequenz enthalt, versehen werden. In 
der Regel hat der Linker 1 bis 10, meistens 1 bis 8, vorzugsweise 2 bis 6 Restriktionsstellen. Im allgemeinen hat der Lin- 55 
ker innerhalb der regulatorischen Bereiche eine GroBe von weniger als 100 bp, haufig weniger als 60 bp, mindestens je- 
doch 5 bp. Der Promotor kann sowohl nativ bzw. homolog als auch fremdartig bzw. heterolog zur Wlrtspflanze sein. Die 
Expressionskassette beinhallet in der 5 , -3'-Transkriptionsrichtung den Promotor, eine DNA-Sequenz die fur ein DOXS- 
Gen codiert und eine Region fur die transkriptionale Termination. Verschiedene Terminationsbereiche sind gegenein- 
ander beliebig austauschbar. 60 

Femer konnen Manipulationen, die passende Restriktionsschnittstellen bereitstellen oder die uberflussige DNA oder 
Restriktionsschnittstellen entfernen, eingesetzt werden. Wo Insertionen, Deletionen oderSubstitutionen wie z. B. TVan- 
sitionen und Trans versionen in Frage kommen, konnen in vitro- Mutagenese, "primerrepair'', Restriktion oderJLigation 
verwendet werden. Bei geeigneten Manipulationen, wie z. B. Restrikuon, "chewing-back" oder AufTullen von Uberhan- 
gen fiir "bluntends", konnen komplementare Enden der Fragmente fur die Ligation zur \ferfugung gestellt werden. 65 

Von Bedeutung fur den erfindungsgemaBen Erfolg kann u. a. das Anhangen des spezifischen ER-Retentionssignals 
SEKDEL sein (Schouten, A. et al. Plant Mol. Biol. 30 (1996), 781-792), die durchschniuliche Expressionshohe wird da- 
mit verdreifachl bis vervierfachL Es konnen auch andere Retentionssignale, die naturlicherweise bei im ER lokalisierten 
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pflanzlichen und tierischen Proteinen vorkommen, fur den Aufbau der Kassette eingesetzt werden. 

Bevorzugte Polyadenylierungssignale sind pflanzliche Polyadenylierungssignale, vorzugsweise solche, die im we- 
sentlkhen T-DNA-Polyadenylierungssignale aus Agrobacterium tumefaciens, insbesondere des Gens 3 der T-DNA (Oc- 
topin Synthase) des Ti-Plasmids pTiACH5 enlsprechen (Gielen et al., EMBO J. 3 (1984) 835 ff) oder funktioneUe Aqui- 
5 valenle. 

Eine Expressionskassette kann beispielsweise einen konslitutiven Promotor (bevorzugt den CaMV 35 S-Promotor), 
das LeB4-Signalpeptid, das zu exprimierende Gen und das ER-Retentionssignal enthalten. Als ER-Retentionssignal wird 
bevorzugt die Aminosauresequenz KDEL (Lysin, Asparaginsaure, Glutaminsaure, Leucin) verwendet. 

Vorzugsweise wird die fusionierte Expressionskassette, die fur ein DOXS-Gen kodiert, in einen Vektor, beispielsweise 

10 pBinl9, kloniert, der geeignet ist, Agrobacterium tumefaciens zu transformieren. Mit einem soichen \fektor transfor- 
mierte Agrobakterien konnen dann in bekannter Weise zur Transformation von Pflanzen, insbesondere von Kulturpflan- 
zen, wie z. B. von Tabakpflanzen, verwendet werden, indem beispielsweise verwundete Blatter oder Blattstiicke in einer 
Agrobakterienlosung gebadet und anschlieBend in geeigneten Medien kultiviert werden. Die Transformation von Pflan- 
zen durch Agrobakterien ist unter anderem bekannt aus RF. White, Vectors for Gene Transfer in Higher Plants; in TVans- 

15 genie Plants, Vol. 1, Engineering and Utilization, herausgegeben von S.D. Kung und R. Wu, Academic Press, 1993, S. 
15-38. Aus den transformierten Zellen der verwundeten Blatter bzw. Blattstiicke konnen in bekannter Weise transgene 
Pflanzen regeneriert werden, die ein in die Expressionskassette integriertes Gen fur die Expression eines DOXS-Oens 
enthalten. 

Zur Transformation einer Wirtspflanze mit einer fur eine DOXS kodierenden DNA wird eine Expressionskassette als 
20 Insertion in einen rekombinanten Vektor eingebaut, dessen Vektor-DNA zusatzliche funktioneUe Regulationssignale, 
beispielsweise Sequenzen fur Replikation oder Integration enthalt. Geeignete Vektoren sind unter anderem in "Methods 
in Plant Molecular Biology and Biotechnology" (CRC Press), Kap. 6T7 9 S. 71-119 (1993) beschrieben. 

Unter Verwendung der oben zitierten Rekombinations- und Klonierungstechniken konnen die Expressionskassetten in 
geeignete Vektoren kloniert werden, die ihre Vennehrung, beispielsweise in E. coli, ermoglichen. Geeignete Klonie- 
25 rungsvektoren sind u. a. pBR332, pUC-Serien, M13mp-Serien und pACYC184. Besonders geeignet sind binare Nfekto- 
ren, die sowohl in E. cob* als auch in Agrobakterien replizieren konnen. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung betrifft die Verwendung einer Expressionskassette enthaltend eine DNA-Se- 
quenz SEQ ID No. 1 oder eine mit dieser hybridisierende DNA-Sequenz zur Transformation von Pflanzen, -zellen, -ge- 
weben oder Pflanzenteilen. Vorzugsweise ist Ziel der Verwendung die Erhohung des Tocopherol-, Vitamin K-, Chloro- 
30 phyll und Carotinoid-Gehaltes der Pftanze. 

Dabei kann je nach Wahl des Promotors die Expression spezifisch in den Blattern, in den Samen oder anderen Teilen 
der Pflanze erfolgen. Solche transgenen Pflanzen, deren Vermehrungsgut sowiederen Pflanzenzellen, -gewebe oder-teile 
sind ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung. 

Die Expressionskassette kann daruberhinaus auch zur Transformation von Bakterien, Cyanobakterien, Hefen, fila- 
35 mentosen Pilzen und Algen mit dem Ziel einer Erhohung der Tocopherol-, Vitamin K-, Chlorophyll und/oder Carotinoid- 
Produklion eingesetzt werden. 

Die Ubertragung von Fremdgenen in das Genom einer Pflanze wird als Transformation bezeichneL Es werden dabei 
die beschriebenen Methoden zur Transformation und Regeneration von Pflanzen aus Pflanzengeweben oder Pflanzenzel- 
len zur transienten oder stabilen Transformation genutzt Geeignete Methoden sind die Protoplastentransformation durch 
40 Polyethylenglykol-induzierte DNA-Aufnahme, das biolistische Verfahren mit der Genkanone - die sogenannte particle 
bombardment Methode, die Elektroporation, die Inkubation trockener Embryonen in DNA-haltiger Losung, die Mi- 
kroinjektion und der durch Agrobacterium vermittelte Gentransfer. Die genannten Verfahren sind beispielsweise in B. 
Jenes et al., Techniques for Gene Transfer, in: Transgenic Plants, Vol. 1, Engineering and Utilization, herausgegeben von 
S.D. Kung und R. Wu, Academic Press (1993) 128-143 sowie in Potrykus Annu. Rev. Plant Physiol. Plant Molec. Biol. 
45 42 (1991) 205-225) beschrieben. 

Vorzugsweise wird das zu exprimierende Konstrukt in einen Vektor kloniert, der geeignet ist, Agrobacterium tumefa- 
ciens zu transformieren, beispielsweise pBinl9 (Bevan et al, Nucl. Acids Res. 12 (1984) 8711). 

Mit einer Expressionskassette transformierte Agrobakterien konnen eben falls in bekannter Weise zur Transformation 
von Pflanzen, insbesondere von Kulturpflanzen, wie Getreide, Mais, Hafer, Soja, Reis, Baumwolle, Zuckemibe, Canola, 
50 Sonnenblume, Flachs, Hanf, KartofTel, Tabak, Tomate, Raps, Alfalfa, Salat und den verschiedenen Baum-, NuB- und 
Weinspezies, verwendet werden, z. B. indem verwundete Blatter oder Blattstiicke in einer Agrobakterienlosung gebadet 
und anschlieBend in geeigneten Medien kultiviert werden. 

Funktionell aquivalente Sequenzen, die fur ein DOXS-Gen kodieren, sind solche Sequenzen, welche trotz abweichen- 
der Nukleotidsequenz noch die gewunschlen Funktionen besitzen. FunktioneUe Aquivalente umfassen somit naturiich 
55 vorkommende Varianten der hierin beschriebenen Sequenzen sowie kunstliche, z. B. durch chemische Synthese erhal- 
tene, an den Kodon-Gebrauch einer Pflanze angepaBte, kunstliche Nukleotid-Sequenzen. 

Unter einem funktionellen Aquivalent verstehl man insbesondere auch naturliche oder kunstliche Mutationen einer ur- 
sprunglich isolierten fur eine DOXS kodierende Sequenz, welche weiterhin die gewunschte Funktion zeigen. Mutationen 
umfassen Substitutionen, Additionen, Deietionen, Vertauschungen oder Insertionen eines oder mehrerer Nukleotidreste. 
60 Somit werden beispielsweise auch solche Nukleotidsequenzen durch die vorliegende Erfindung mit umfaBt, welche man 
durch Modifikation der DOXS-Nukleotidsequenz erhalt. Ziel einer soichen Modification kann z. B. die weitere Eingren- 
zung der darin enthaltenen kodierenden Sequenz oder z. B. auch die Einfugung weiterer Restriktionsenzym-Schnittstel- 
len sein. 

Funktionelle Aquivalente sind auch solche Varianten, deren Funktion, verglichen mit dem Ausgangsgen bzw. Gen- 
65 fragment, abgeschwacht oder verstarkt ist 

AuSerdem sind artifizielle DNA-Sequenzen geeignet, solange sie, wie oben beschrieben, die gewunschte Eigenschaft 
beispielsweise der Erhohung des Tocopherol-Gehaltes in der Pflanze durch Uberexpression des DOXS-Gens in Kultur- 
pflanzen vermitteln. Solche artifiziellen DNA-Sequenzen konnen beispielsweise durch Ruckiibersetzung mittels Mole- 
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cular Modelling konstraierter Proteinc, die DOXS Aktivitat aufweisen oder durch in vitro-Selektion ermittelt werden. 
Besonders geeignel sind kodierende DNA-Sequenzen, die durch Ruckiibersetzung einer Polypeptidsequenz gemafi der 
fur die Wirtspflanze spezifischen Kodon-Nutzung erhalten wurden. Die spezifische Kodon-Nutzung kann ein mit pflan- 
zengeneuschen Methoden vertrauter Fachmann durch Cornputerauswertungen anderer, bekannler Gene der zu transfor- 
mierenden Pflanze leicht ermitteln. 5 

Als weilere geeignete aquivalente Nukleinsaure-Sequenzen sind zu nennen Sequenzen, welche fur Fusionsproteine 
kodieren, wobei Bestandteil des Fusionsproteins ein pflanzliches DOXS-Polypeptid oder ein funktionell aquivalenter 
Teil, davon ist. Der zweite Teil des Fusionsproteins kann z, B. ein weiieres Polypeptid mit enzymatischer Aktivitat sein 
oder eine antigene Polypeptidsequenz mit deren Hilfe ein Nachweis auf DOXS -Expression moglich ist (z. B. myc-tag 
oder his- tag). Bevorzugt handelt es sich dabei jedoch um eine regulative Proteinsequenz, wie z. B. ein Signal- oder Tran- 10 
sitpeptid, das das DOXS-Protein an den gewiinschten Wirkort leitet 

Gegenstand der Erfindung sind aber auch die erfindungsgemaB erzeugten Expressionsprodukte sowie Fusionsproteine 
aus einem Transitpeptid und einem Polypeptid mit DOXS-Aktivitat, 

Erhohung des Tocopherol-, Vitamin K-, Chlorophyll und/oder Carotinoid-Gehaltes bedeutel im Rahmen der vorlie- 
genden Erfindung die kiinstlich erworbene Fahigkeit einer erhohten Biosyntheseleistung dieser Nferbindungen durch 15 
funktionelle Uberexpression des DOXS-Gens in der Pflanze gegeniiber der nicht gentechnisch modifizierten Pflanze fur 
die Dauer mindestens einer Pflanzengeneration. 

Der Biosyntheseort von Tocopherol ist im allgemeinen das Blattgewebe, so daB eine blattspezifische Expression des 
DOXS-Gens sinnvoll ist Es ist jedoch naheliegend, daB die Tocopherol-Biosynthese nicht auf das Blattgewebe be- 
schrankt sein muB, sondem auch in alien iibrigen Teilen der Pflanze - beispielsweise in fetthaltigen Samen - gewebespe- 20 
zifisch erfolgen kann. 

Dariiberhinaus ist eine konstitutive Expression des exogenen DOXS-Gens von \forteil. Andererseits kann aber auch 
eine induzierbare Expression wunschenswert erscheinen. 

Die Wirksamkeit der Expression des transgen exprimierlen DOXS-Gens kann beispielsweise in vitro durch SproBme- 
ristemvermehrung ermittelt werden. Zudem kann eine in Art und Hohe veranderte Expression des DOXS-Gens und de- 25 
ren Auswirkung auf die Tocopherol-Biosyntheseleistung an Testpflanzen in Gewachshausversuchen getestet werden. 

Gegenstand der Erfindung sind auBerdem transgene Pflanzen, transformiert mit einer Expressionskassette enthaltend 
die Sequenz SEQ ID No.l oder eine mit dieser hybridisierenden DNA-Sequenz, sowie transgene Zellen, Gewebe, Teile 
und Vermehrungsgut solcher Pflanzen. Besonders bevorzugt sind dabci transgene Kulturpflanzen, wie z. B. Gerste, Wei- 
zen, Roggen, Mais, Hafer, Soja, Reis, Baumwolle, Zuckerriibe, Canola, Sonnenblume, Flachs, Hanf, Kartoffel, Tabak, 30 
Tomate, Raps, Alfalfa, Salat und die verschiedenen Baum-, NuB- und Weinspezies. 

Pflanzen im Sinne der Erfindung sind mono- und dikotyle Pflanzen oder Algen. 

Um effiziente Hemmstoffe der DOXS finden zu konnen, ist es notwendig, geeignete Testsysteme, mit denen Inhibitor- 
Enzym-Bindungsstudien durchgefuhrt werden konnen, zur Verfugung zu stellen. Hierzu wird beispielsweise die kom- 
plette cDNA-Sequenz der DOXS aus Arabidopsis in einen Expressions vektor (pQE, Qiagen) kloniert und in E. coli uber- 35 
exprimiert 

Das mit Hilfe der Expressionskassette exprimierte DOXS-Protein eignet sich besonders zur Auffindung von fur die 
DOXS spezifischen Hemmstoffen. 

Dazu kann die DOXS beispielsweise in einem Enzymtest eingesetzt werden, bei dem die Aktivitat der DOXS in An- 
und Abwesenheit des zu testenden Wirkstoffs ermittelt wird. Aus dem Vergleich der beiden Aktivitatsbestimmungen laBt 40 
sich eine qualitative und quantitative Aussage uber das Hemmverhalten des zu testenden Wirkstoffes machen. Methoden 
zur Aktivitatsbestimmung der DOXS sind beschrieben (Putra et. al., Tetrahedron Letters 39 (1998), 23-26; Sprenger el 
aL, PNAS 94 (1997), 12857-12862). 

Mit Hilfe des erfindungsgemaBen Testsystems kann eine Vielzahl von chemischen Verbindungen schnell und einfach 
auf hemmende Eigenschaften uberpriift werden. Das Verfahren gestattet es, reproduzierbar aus einer groBen Anzahl von 45 
Substanzen gezielt solche mit groBer Wirkstarke auszuwahlen, um mit diesen Substanzen anschlieBend weitere, dem 
Fachmann gelaufige vertiefte Prufungen durchzufuhren. 

Durch Uberexpression der fur eine DOXS kodierenden Gensequenz Seq ID NO: 1 in einer Pflanze kann prinzipiell 
eine erhohte Resistenz gegeniiber Inhibitoren der DOXS erreicht werden. Die derart hergestellten transgenen Pflanzen 
sind ebenfalls Gegenstand der Erfindung. 50 

Weitere Gegenstande der Erfindung sind: 

- Verfahren zur Transformation einer Pflanze dadurch gekennzeichnet, daB man eine Expressionskassette enthal- 
tend eine DNA-Sequenz SEQ ID No. 1 oder eine mit dieser hybridisierenden DNA-Sequenz in eine Pflanzenzelle, 

in Kallusgewebe, eine ganze Pflanze oder Protoplasten von Pflanzen einbringt. 55 

- Verwendung einer Pflanze zur Herstellung pflanzlicher DOXS. 

- Verwendung der Expressionskassette enthaltend eine DNA-Sequenz SEQ ID No. 1 oder eine mit dieser hybridi- 
sierende DNA-Sequenz zur Herstellung von Pflanzen mit erhohter Resistenz gegeniiber Inhibitoren der DOXS 
durch verstarkte Expression einer DNA-Sequenz SEQ ID No. 1 oder eine mit dieser hybridisierenden DNA Se- 
quenz. 60 

- Verwendung der DNA-Sequenz SEQ ID No. 1 oder einer mit dieser hybridisierenden DNA-Sequenz zur Herstel- 
lung von Pflanzen mit erhohtem Tocopherol-, Vitamin K, Chlorphyll und/oder Carotinoid-Gehalt durch Expression 
einer DOXS DNA-Sequenz in Pflanzen. 

- Verwendung der Expressionskassette enthaltend eine DNA-Sequenz SEQ ID No. 1 oder eine mit dieser hybridi- 
sierenden DNA Sequenz zur Herstellung eines Testsystems zur Identifizierung von Inhibitoren der DOXS. 65 

Die Erfindung wird durch die nun folgenden Beispiele erlautert, ist aber nicht auf diese beschrankt: 
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Allgemeine Klonierungsverfahren 

Die im Rahmen der vorliegenden Erfindung durchgefuhrten Klonierungsschritte wie z. B. Restriktionsspaltungen, 
Agarose-Gelelektropborese, Reinigung von DNA-Fragmenten, Transfer von Nukleinsauren auf Nitrozellulose und Ny- 
5 lonmembranen, Verkniipfen von DNA-Fragmenten, Transformation von E. coli Zellen, Anzucht von Bakterien, Vermeh- 
rung von Phagen und Sequenzanalyse rekornbinanter DNA wurden wie bei Sambrook et al. (1989) Cold Spring Harbor 
Laboratory Press; ISBN 0-87969-309-6) beschrieben durchgefuhrt. 

Die im folgenden verwendeten Bakterienstamme (E. coli, XL-l Blue) wurden von Stratagene bezogen. Der zur Pflan- 
zentransformation verwendete Agrobaklerienstamm (Agrobacleriuzn tumefaciens, C58C1 mit dem Plasmid pGV2260 
10 Oder pGV3850kann) wurde von Deblaere et al. in (Nucl. Acids Res. 13 (1985) 4777) beschrieben. Alternativ konnen 
auch der Agrobakterienstamm LB A4404 (Clontech) oder andere geeignete Stamme eingesetzt werden. Zur Klonierung 
konnen die Vektoren pUQ9 (Yanish-Perron, Gene 33 (1985), 103-119) pBluescript SK- (Stratagene), pGEM-T (Pro- 
mega), pZerO (Invitrogen), pBinl9 (Bevan et al., Nucl. Acids Res. 12 (1984), 8711-8720) und pBinAR (Hofgen und 
Willmitzer, Plant Science 66 (1990), 221-230) benutzt werden. 

15 

Sequenzanalyse rekornbinanter DNA 

Die Sequenzierung rekornbinanter DNA-Molekule erfolgte mit einem Laserfluoreszenz-DNA-Sequenzierer der Firma 
Licor (Vertrieb durch MWG Biotech, Ebersbach) nach der Methode von Sanger (Sanger et al., Proc. Natl Acad. Sci. 
20 USA 74 (1977), 5463-5467). 

Beispiel 1 

Herstellung der Arabidopsis thaliana DOXS-TYansformalionskonslrukle 

25 

Das Arabidopsis thaliana DOXS Gen wurde wie in Mandel et al. (1996) beschrieben als vollstandige cDNA in den 
Vektor pEluescript KS- (Stratagene) kloniert 

Zur Herstellung von Oberexpressionskonstrukten wurde ein 2.3 kb Fragment (mit F-23-C bezeichnet) iiber die pBlu- 
escript KS- Hindi und SacI Schnittstellen isoliert. Diese Sequenz enthalt die vollstandige DOXS-cDNA vom ATG- 
30 Startcodon bis zur EcoRI-Schnittstelle, die 80 bp stromab warts des Stopcodons liegt. Dieses Fragment wurde uber die 
Schnittstellen Smal und SacI in den pBIN19 Vektor (Abb. 2) kloniert (Bevan et al., Nuclj\cid Res. 12,871 1 (1980), der 
den 35S Promotor des Cauliflower Mosaik Virus (Franck et al., Cell 21 (1), 285-294 (1980) dreimal hintereinander an- 
geordnet enthalt. 

Zur Herstellung von Antisense-Konstrukten wurde entweder die vollstandige cDNA (mit F-23-C bezeichnet) oder ein 
35 700 bp Fragment der 5 -Region in den oben erwahnten pBIN19- Vektor kloniert. Die vollstandige DOXS-cDNA wurde 
uber Kpnl und Spel aus dem Polylinker des pBluescript KS- isoliert und in die pBIN19-Polylinker-Schnittstellen Xbal 
und Kpnl kloniert (Abb. 3). Zur Klonierung des 700 bp Fragments wurde die cDNA mit Hilfe der EcoRV Schnittstelle, 
die an Position 701 der cDNA liegt und der pBS KS-lokalisierten Smal Schnittstelle verdauL Das entstandene Fragment 
wurde in den Vektor pBS KS-subkloniert und erneut iiber die EcoRV und Smal Schnittstellen in den oben beschriebenen 
40 pBINl 9- Vektor in Antisense-Orientierung kloniert. Die Transformationen von Arabidopsis thaliana Pflanzen mit den 
oben beschriebenen Konstrukten erfolgten mit Agrobakterium tumefaciens mit der Vakuum-Infiltrationsmethode (Bent 
et al., Science 265(1994), 1856-1860). Mehrere unabhangige Transformanden wurden pro Konstrukt isoliert. Jeder 
Buchstabe (siehe Tabelle 1) bedeutel eine unabhangige transform erte Linie. Aus der daraus erhaltenen Tl -Generation 
wurden Pflanzen auf Homo-oder Heterozygotie untersucht. Mehrere Pflanzen jeder Linie wurden gekreuzt, um eine Seg- 
45 regationsanalyse durchzufuhren. Die Nummer in der Tabelle 1 entspricht der individuellen Pflanze, welche fiir weitere 
Analysen ausgewahlt wurde. Es wurden sowohl homo- als auch heterozygote Linien erhalten. Die Segregationsanalyse 
der erhaltenen Linien ist in der folgenden Tabelle 1 dargestellt: 

50 



55 



60 



65 
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Tabelle 1 

Segregationsanalyse der transgenen D0XS-T2-Pflanzen 



LINIEN 


SEGREGATION 


A9 


75% 


A19 


100% 


Bll 


75% 


B4 


100% 

* 


C2 


100% 


D3 


75% 


D17 


100% 


E9 


75% 


E14 


100% 


F9 


75% 


F14 


100% 


Beispiel 2 



DieBestimmung der Gesamtcarotinoid- und Chlorophyllmengen wurde wie in Lichtenthaler und Wellburn (1983) be- 
schrieben mit 100% Acetonextrakten durchgefuhrt Die Ergebnisse der Mehrfachmessungen der transgenen Linien, wel- 
che das DOXS-Uberexpressionskonstrukt besitzen, sind in der folgenden Tabelle 2 dargestellt 



10 



15 



20 



30 



25 



Nachweis erhohter DOXS-RNA-Mengen in transgenen Pflanzen 

GesamtRNA aus 15 Tage alten Keimlingen verschiedener transgener Linien, welche das DOXS-Uberexpressionskon- 
strukt besitzen, wurde nach der Methode von Logeman et al., Analiiiochem. 163, 16-20 (1987) extrahiert, in einem 
1.2% Agarosegei aufgetrennt, auf Filter transferiert und mit einem 2.1 kb langen DOXS-Fragment als Sonde hybridisiert 
(Abb. 4). 

Beispiel 3 

Nachweis erhohter DOXS-Protein-Mengen in transgenen Pflanzen 

Gesamtprotein (Abb. 5) aus 15 Tage alten Keimlingen verschiedener, unabhangiger transgener Pflanzen, welche das 
DOXS-Uberexpressionskonstrukt besitzen, wurde isoliert und mit einem polyklonalen Anti-DOXS-Antikorper (IgG) in 40 
einer Westernanalyse detektiert (Abb. 6). 

Beispiel 4 

Messung des Carotinoid- und ChlorophyLlgehalts 



35 



45 



50 



55 



60 



65 
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Tabelle2 



Gesamtcarotinoid- und Chlorophyllgehalt der transgenen DOXS-Iinien 



IS 



20 



LINIE 


PHYLLE 


t> ^ to Aril L.Ar\L-ri iwuxyr* 


clal Mutante 


5 


5 


Wild Typ 


100 


100 


B-4 


86 


89 


B-ll 


84 


90 


C-2 


98 


107 


D-3 


128 


135 


D-17 


136 


149 


E-14 


121 


139 


F-7 


80 


90 


F-14 


85 


107 



25 

Beispiel 5 
Tansformation von Raps 

30 Die Herstellung der transgenen Rapspflanzen orientiert sich an einem Protokoll von Bade, JB und Damm, B (in Gene, 
Transfer to Plants, Potrykus, L und Spangenberg, G., eds, Springer Lab Manual, Springer Verlag, 1995, 30-38), in wel- 
chem auch die Zusammensetzung der verwendeten Medien angegeben sind. Die Transformationen erfolgten mit dem 
Agrobacterium Stamm LBA4404 (Gontech). Als binare Vektoren wurden die bereits oben beschriebenen pBIN19-Kon- 
strukte mit der gesamten DOXS-cDNA verwendeL In diesen pBIN- Vektoren wurde die NOS-Terminatorsequenz durch 

35 die OCR-Terminatorsequenz ersetzL Brassica napus Samen wurden mit 70% (v/v) Ethanol oberflachensteril gemacht, 
10 min in 55°C H 2 0 gewaschen, in l%iger Hypochlorit-Losung (25% v/v Teepol, 0,1% v/v Twenn 20) fur 20 min inku- 
biert und sechsmal mit sterilem H 2 0 fur jeweils 20 min gewaschen. Die Samen wurden drei Tage auf Filterpapier ge- 
trocknet und 10-15 Samen in einem Glasskolben mit 15 ml Keimungsmedium zur Keimung gebracht Von mehreren 
Keimlingen (ca. 10 cm groB) wurden die Wurzeln und Apices entfernt und die verbleibenden Hypokotyle in ca. 6 mm 

40 lange Stucke geschnitten. Die so gewonnenen ca. 600 Explante werden 30 min mit 50 ml Basalmedium gewaschen und 
in einen 300 ml Kolben uberfuhrt Nach Zugabe von 100 ml Kallus-Induktionsmedium wurden die Kulturen fur 24 h bei 
100 U/min inkubiert. 

Vom Agrobacterium-Stamm wurde eine Ubernachtkultur bei 29°C in LB mit Kanamycin (20 mg/1) angesetzt, davon 
2 ml in 50 ml LB ohne Kanamycin ftir 4 h bei 29°C bis zu einer ODeoo von 0,4-0,5 inkubiert Nach der Pelletierung der 

45 Kultur bei 2000 U/min fur 25 min wurde das Zellpellet in 25 ml Basalmedium resuspendiert. Die Konzentration der Bak- 
terien in der Losung wurde durch Zugabe von weiterem Basalmedium auf eine OD600 von 0.3 eingestellt. 

Aus den Raps-Explanten wurde das Kallus-Induktionsmedium mit sterilen Pipetten entfernt, 50 ml Agrobacterium- 
Losung hinzugefugt, vorsichtig gemischt und fur 20 min inkubiert. Die Agrobacterien-Suspension wurde entfernt, die 
Raps-Explante fur 1 min mit 50 ml Kallus-Induktionsmedium gewaschen und anschlieBend 100 ml Kailus-Induktions- 

50 medium hinzugefugt. Die Co-Kultivierung wurde fur 24 h auf einem Rotationsschiittler bei 100 U/min durchgefuhrt. Die 
Co-Kultivierung wurde durch Wegnahme des Kail us-Induktionsmedi urns gestoppt und die Explante zweimal fur jeweils 
1 min mit 25 ml und zweimal fur 60 min mit jeweils 100 ml Waschmedium bei 100 U/min gewaschen. Das Waschme- 
diurn mit den Explanten wurde in 15 cm Petrischalen uberfuhrt und das Medium mit sterilen Pipetten entfemU Zur Re- 
generation wurden jeweils 20-30 Explanten in 90 mm Petrischalen uberfuhrt, welche 25 ml SproB-Induktionsmedium 

55 mit Kanamycin enthielten. Die Petrischalen wurden mit 2 Lagen Leukopor verschlossen und bei 25 °C und 2000 lux bei 
Photoperioden von 16/8 H inkubiert. Alle 12 Tage wurde die sich entwickelnden Kalli auf frische Petrischalen mit 
SproB-Induktionsmedium uberfuhrt. Alle weiteren Schritte zur Regeneration ganzer Pfianzen wurde wie von Bade, J. B. 
und Damm, B. (in Gene Transfer to Plants, Potrykus, I. und Spangenberg, G.,eds, Springer Lab Manual, Spri nger Verlag, 
1995, 30-38) beschrieben durchgefuhrt 

60 

Beispiel 6 

Steigerung der Tocopherolbiosynthese in Raps 

65 Die cDNA der DOXS wurde mit einem CaM V35S-Promotor versehen und in Raps unter Verwendung des 35S-Pro- 
motors uberexprimiert. 

Parallel dazu wurde der samenspezifische Promotor des Phaseolingenes verwednet, urn den Tbcopherolgehalt spezi- 
fisch im Rapssamen zu erhohen. Mit den entsprechenden Konstmkten trans fomierte Rapspflanzen wurden im Gewachs- 
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haus angezogen. AnschlieBend wurde der a-Tocopherolgehalt der Gesamtpflanze bzw. der Samen der Pflanze bestimmt. 
In alien Fallen war die a-Tocopherolkonzentration im Vergleich zur nicht transfomierten Pflanze erhdht. 

SEQUENZPROTOKOLL 

(1) ALGEMEINE INFORMATION: 

(i) ANMELDER: 

(A) NAME: BASF AG 

(B) STRASSE: Carl-Bosch 

(C) ORT: Ludwigshafen 

(E) LAND: Germany 

(F) POSTLEITZAHL: 67056 

(G) TELEPHON: 0621-60-52698 

(ii) ANMELDETITEL: DOXS 
(iii) ANZAHL DER SEQUENZEN: 2 

(iv) COMPUTER -LESBARE FORM: . 

(A) DATENTR GER: Floppy disk 
<B) COMPUTER: IBM PC compatible 
<C) BETRIEBS SYSTEM: PC-DOS/MS-DOS 

(D) SOFTWARE: Patentln Release #1.0, Version #1.25 (EPA) 



(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 1: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERI STIKA : 

(A) L NGE: 2458 Basenpaare 

(B) ART: Nukleins.ure 

(C) STRANGFORM: Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 
(ii) ART DBS M0LEK5LS : CDNS 

(iii) HYPOTHETI SCH : NEIN 

(iii) ANTI SENSE: NEIN 

(vi) URSPRsNLICHE HERKUNFT: 

(B) STAMM: Arabidopsis thai i ana 

(vii) UNMITTELBARE HERKUNFT: 
(B) CLON: F-23-C 

(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/SCHLsSSEL: CDS 
<B) LAGE: 1..2154 

(x) VER™FFENTLI CHUNGS INFORMATION : 

(A) AUTORS: Mandel , MA 

Feldmann, KA 
Herrera-Estrella, L 
Rocha-Sosa, M 
Leon, P 

(B) TITEL: CLA 1, a novel gene required for chloroplast 

development, is highly conserved in evolution. 

(C) ZEITSCHRIFT: Plant Journal 

(D) BAND: 9 

(F) SEITEN: 649-658 

(G) DATUM: 1996 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 1: 

ATG GCT TCT TCT GCA TTT GCT TTT CCT TCT TAC ATA ATA ACC AAA GGA 48 
Met Ala Ser Ser Ala Phe Ala Phe Pro Ser Tyr He He Thr Lys Gly 
1 5 10 15 

GGA CTT TCA ACT GAT TCT TGT AAA TCA ACT TCT TTG TCT TCT TCT AGA 96 

Gly Leu Ser Thr Asp Ser Cys Lys Ser Thr Ser Leu Ser Ser Ser Arg 



11 



20 



DE 198 35 219 A 1 

TCT TTG GTT ACA GAT CTT CCA TCA CCA TGT CTG AAA CCC AAC AAC AAT 144 
Ser Leu Val Thr Asp Leu Pro Ser Pro Cys Leu Lys Pro Asn Asn Asn 

35 40 45 

5 TCC CAT TCA AAC AGA AGA GCA AAA GTG TGT GCT TCA CTT GCA GAG AAG 192 
Ser His Ser Asn Arg Arg Ala Lys Val Cys Ala Ser Leu Ala Glu Lys 
50 55 60 

GGT GAA TAT TAT TCA AAC AGA CCA CCA ACT CCA TTA CTT GAC ACT ATT 240 
10 Gly Glu Tyr Tyr Ser Asn Arg Pro Pro Thr Pro Leu Leu Asp Thr lie 
65 70 75 80 

AAC TAC CCA ATC CAC ATG AAA AAT CTT TCT GTC AAG GAA CTG AAA CAA 288 
Asn Tyr Pro lie His Met Lys Asn Leu Ser Val Lys Glu Leu Lys Gin 
is 85 90 95 

CTT TCT GAT GAG CTG AGA TCA GAC GTG ATC TTT AAT GTG TCG AAA ACC 336 

Leu Ser Asp Glu Leu Arg Ser Asp Val He Phe Asn Val Ser Lys Thr 

100 105 110 

GGT GGA CAT TTG GGG TCA AGT CTT GGT GTT GTG GAG CTT ACT GTG GCT 384 

Gly Gly His Leu Gly Ser Ser Leu Gly Val Val Glu Leu Thr Val Ala 
115 120 125 

CTT CAT TAC ATT TTC AAT ACT CCA CAA GAC AAG ATT CTT TGG GAT GTT 432 
25 Leu His Tyr He Phe Asn Thr Pro Gin Asp Lys He Leu Trp Asp Val 
130 135 140 

* 

GGT CAT CAG TCT TAT CCT CAT AAG ATT CTT ACT GGG AGA AGA GGA AAG 480 
Gly His Gin Ser Tyr Pro His Lys He Leu Thr Gly Arg Arg Gly Lys 
30 145 150 155 160 

ATG CCT ACA ATG AGG CAA ACC AAT GGT CTC TCT GGT TTC ACC AAA CGA 528 

Met Pro Thr Met Arg Gin Thr Asn Gly Leu Ser Gly Phe Thr Lys Arg 

165 170 175 

35 GGA GAG AGT GAA CAT GAT TGC TTT GGT ACT GGA CAC AGC TCA ACC ACA 576 
Gly Glu Ser Glu His Asp Cys Phe Gly Thr Gly His Ser Ser Thr Thr 

180 185 190 

ATA TCT GCT GGT TTA GGA ATG GCG GTA GGA AGG GAT TTG AAG GGG AAG 624 

40 He Ser Ala Gly Leu Gly Met Ala Val Gly Arg Asp Leu Lys Gly Lys 

195 200 205 

AAC AAC AAT GTG GTT GCT GTG ATT GGT GAT GGT GCG ATG ACG GCA GGA 672 
Asn Asn Asn Val Val Ala Val He Gly Asp Gly Ala Met Thr Ala Gly 
45 210 215 220 

CAG GCT TAT GAA GCC ATG AAC AAC GCC GGA TAT CTA GAC TCT GAT ATG 720 

Gin Ala Tyr Glu Ala Met Asn Asn Ala Gly Tyr Leu Asp Ser Asp Met 
225 230 235 240 

50 ATT GTG ATT CTT AAT GAC AAC AAG CAA GTC TCA TTA CCT ACA GCT ACT 768 

He Val He Leu Asn Asp Asn Lys Gin Val Ser Leu Pro Thr Ala Thr 

245 250 255 



55 



60 



TTG GAT GGA CCA AGT CCA CCT GTT GGT GCA TTG AGC AGT GCT CTT AGT 816 

Leu Asp Gly Pro Ser Pro Pro Val Gly Ala Leu Ser Ser Ala Leu Ser 

260 265 270 

CGG TTA CAG TCT AAC CCG GCT CTC AGA GAG TTG AGA GAA GTC GCA AAG 864 

Arg Leu Gin Ser Asn Pro Ala Leu Arg Glu Leu Arg Glu Val Ala Lys 
275 280 285 

GGT ATG ACA AAG CAA ATA GGC GGA CCA ATG CAT CAG TTG GCG GCT AAG 912 

Gly Met Thr Lys Gin He Gly Gly Pro Met His Gin Leu Ala Ala Lys 
290 295 300 



65 
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GTA GAT GTG TAT GCT CGA GGA ATG ATA AGC GGT ACT GGA TCG TCA CTG 960 
Val Asp Val Tyr Ala Arg Gly Met He Ser Gly Thr Gly Ser Ser Leu 
305 310 315 320 

TTT GAA GAA CTC GGT CTT TAG TAT ATT GGT CCA GTT GAT GGG CAC AAC 1008 s 

Phe Glu Glu Leu Gly Leu Tyr Tyr He Gly Pro Val Asp Gly His Asn 

325 330 335 

ATA GAT GAT TTG GTA GCC ATT CTT AAA GAA GTT AAG AGT ACC AGA ACC 1056 

He Asp Asp Leu Val Ala He Leu Lys Glu Val Lys Ser Thr Arg Thr 10 

340 345 350 

ACA GGA CCT GTA CTT ATT CAT GTG GTG ACG GAG AAA GGT CGT GGT TAT 1104 
Thr Gly Pro Val Leu He His Val Val Thr Glu Lys Gly Arg Gly Tyr 

355 360 365 15 

CCT TAC GCG GAG AGA GCT GAT GAC AAA TAC CAT GGT GTT GTG AAA TTT 1152 
Pro Tyr Ala Glu Arg Ala Asp Asp Lys Tyr His Gly Val Val Lys Phe 

370 375 380 

GAT CCA GCA ACG GGT AGA CAG TTC AAA ACT ACT AAT GAG ACT CAA TCT 1200 20 

Asp Pro Ala Thr Gly Arg Gin Phe Lys Thr Thr Asn Glu Thr Gin Ser 
385 390 395 400 

TAC ACA ACT TAC TTT GCG GAG GCA TTA GTC GCA GAA GCA GAG GTA GAC 1248 
Tyr Thr Thr Tyr Phe Ala Glu Ala Leu Val Ala Glu Ala Glu Val Asp 25 

405 410 415 

AAA GAT GTG GTT GCG ATT CAT GCA GCC ATG GGA GGT GGA ACC GGG TTA 1296 
Lys Asp Val Val Ala He His Ala Ala Met Gly Gly Gly Thr Gly Leu 

420 425 430 ^ 

AAT CTC TTT CAA CGT CGC TTC CCA ACA AGA TGT TTC GAT GTA GGA ATA 1344 

Asn Leu Phe Gin Arg Arg Phe Pro Thr Arg Cys Phe Asp Val Gly He 
435 440 445 

GCG GAA CAA CAC GCA GTT ACT TTT GCT GCG GGT TTA GCC TGT GAA GGC 1392 35 

Ala Glu Gin His Ala Val Thr Phe Ala Ala Gly Leu Ala Cys Glu Gly 
450 455 460 



CTT AAA CCC TTC TGT GCA ATC TAT TCG TCT TTC ATG CAG CGT GCT TAT 1440 
Leu Lys Pro Phe Cys Ala He Tyr Ser Ser Phe Met Gin Arg Ala Tyr 
465 470 475 480 



40 



GAC CAG GTT GTC CAT GAT GTT GAT TTG CAA AAA TTA CCG GTG AGA TTT 1488 

Asp Gin Val Val His Asp Val Asp Leu Gin Lys Leu Pro Val Arg Phe 

485 490 495 

45 

GCA ATG GAT AGA GCT GGA CTC GTT GGA GCT GAT GGT CCG ACA CAT TGT 1536 

Ala Met Asp Arg Ala Gly Leu Val Gly Ala Asp Gly Pro Thr His Cys 

500 505 510 

GGA GCT TTC GAT GTG ACA TTT ATG GCT TGT CTT CCT AAC ATG ATA CTG 1584 50 

Gly Ala Phe Asp Val Thr Phe Met Ala Cys Leu Pro Asn Met He Val 
515 520 525 

ATG GCT CCA TCA GAT GAA GCA GAT CTC TTT AAC ATG GTT GCA ACT GCT 1632 
Met Ala Pro Ser Asp Glu Ala Asp Leu Phe Asn Met Val Ala Thr Ala 

530. 535 540 55 

GTT GCG ATT GAT GAT CGT CCT TCT TGT TTC CGT TAC CCT AGA GGT AAC . 1680 
Val Ala He Asp Asp Arg Pro Ser Cys Phe Arg Tyr Pro Arg Gly Asn 
545 550 555 560 

60 

GGT ATT GGA GTT GCA TTA CCT CCC GGA AAC AAA GGT GTT CCA ATT GAG 1728 
Gly He Gly Val Ala Leu Pro Pro Gly Asn Lys Gly Val Pro He Glu 

565 570 575 

65 
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10 



IS 



20 



25 



30 



35 



40 



ATT GGG AAA GGT AGA ATT TTA AAG GAA GGA GAG AGA GTT GCG TTG TTG 
lie Gly Lys Gly Arg lie Leu Lys Glu Gly Glu Arg Val Ala Leu Leu 

580 585 590 

GGT TAT GGC TCA GCA GTT CAG AGC TGT TTA GGA GCG GCT GTA ATG CTC 

Gly Tyr Gly Ser Ala Val Gin Ser Cys Leu Gly Ala Ala Val Met Leu 
595 600 605 

GAA "GAA CGC GGA TTA AAC GTA ACT GTA GCG GAT GCA CGG TTT TGC AAG 

Glu Glu Arg Gly Leu Asn Val Thr Val Ala Asp Ala Arg Phe Cys Lys 
610 615 620 

CCA TTG GAC CGT GCT CTC ATT CGC AGC TTA GCT AAG TCG CAC GAG GTT 
Pro Leu Asp Arg Ala Leu He Arg Ser Leu Ala Lys Ser His Glu Val 
625 630 635 640 

CTG ATC ACG GTT GAA GAA GGT TCC ATT GGA GGT TTT GGC TCG CAC GTT 
Leu He Thr Val Glu Glu Gly Ser He Gly Gly Phe Gly Ser His Val 

645 65Q 655 

GTT CAG TTT CTT GCT CTC GAT GGT CTT CTT GAT GGC AAA CTC AAG TGG 
Val Gin Phe Leu Ala Leu Asp Gly Leu Leu Asp Gly Lys Leu Lys Trp 

660 665 670 

AGA CCA ATG GTA CTG CCT GAT CGA TAC ATT GAT CAC GGT GCA CCA GCT 

Arg Pro Met Val Leu Pro Asp Arg Tyr He Asp His Gly Ala Pro Ala 
675 680 



690 



695 



705 710 



1776 



1824 



1872 



1920 



1968 



2016 



2064 





685 




ATG CCA TCT 

Met Pro Ser 


CAC ATC GCA GCA ACC 

His He Ala Ala Thr 
700 


2112 


AGG GAA GCT 

Arg Glu Ala 
715 


CTG TTT TGAGAGTAAG 

Leu Phe 


2161 


, CACTCTAAAT 


GCAACCCAAG GTTTCTTCTA 


2221 


CCTTTGGCAA 


CAGCTATATA TATTTACTAA 


2261 


TGTGCAAAGA 


TTAGTATTAT AGATAAAACT 


2341 


TGAGATCGTG 


TTGTACCAAT AAC T AAC ATC 


2401 


CAATAAGCTT 


GAGTGACAAA . AAAAAAA 


2458 



45 



50 



55 



60 



65 



(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 2: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) L NGE: 717 Aminos«,uren 

(B) ART: Aminos „ure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKsLS: Protein 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 2: 

Met Ala Ser Ser Ala Phe Ala Phe Pro Ser Tyr He He Thr Lys Gly 
1 5 10 15 

Gly Leu Ser Thr Asp Ser Cys Lys Ser Thr Ser Leu Ser Ser Ser Arg 

20 25 30 

Ser Leu Val Thr Asp Leu Pro Ser Pro Cys Leu Lys Pro Asn Asn Asn 

35 40 45 

Ser His Ser Asn Arg Arg Ala Lys Val Cys Ala Ser Leu Ala Glu Lys 
50 55 60 
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Gly Glu Tyr Tyr Ser Asn Arg Pro Pro Thr Pro Leu Leu Asp Thr lie 
65 70 75 80 

Asn Tyr Pro lie His Met Lys Asn Leu Ser Val Lys Glu Leu Lys Gin 

85 90 95 

Leu Ser Asp Glu Leu Arg Ser Asp Val lie Phe Asn Val Ser Lys Thr 

100 105 no 

Gly Gly His Leu Gly Ser Ser Leu Gly Val Val Glu Leu Thr Val Ala 
115 120 125 

Leu His Tyr He Phe Asn Thr Pro Gin Asp Lys He Leu Trp Asp Val 
130 135 140 

Gly His Gin Ser Tyr Pro His Lys He Leu Thr Gly Arg Arg Gly Lys 
145 150 155 160 

Met Pro Thr Met Arg Gin Thr Asn Gly Leu Ser Gly Phe Thr Lys Arg 

165 170 175 

Gly Glu Ser Glu His Asp Cys Phe Gly Thr Gly His Ser Ser Thr Thr 

180 185 190 

He Ser Ala Gly Leu Gly Met Ala Val Gly Arg Asp Leu Lys Gly Lys 
195 200 205 

Asn Asn Asn Val Val Ala Val He Gly Asp Gly Ala Met Thr Ala Gly 
210 215 220 



10 



is 



20 



25 



Gin Ala Tyr Glu Ala Met Asn Asn Ala Gly Tyr Leu Asp Ser Asp Met 
225 230 235 240 

He Val He Leu Asn Asp Asn Lys Gin Val Ser Leu Pro Thr Ala Thr 

245 250 255 

Leu Asp Gly Pro Ser Pro Pro Val Gly Ala Leu Ser Ser Ala Leu Ser 

260 265 270 

Arg Leu Gin Ser Asn Pro Ala Leu Arg Glu Leu Arg Glu Val Ala Lys 
275 280 285 

Gly Met Thr Lys Gin He Gly Gly Pro Met His Gin Leu Ala Ala Lys 
290 295 300 



30 



35 



40 



Val Asp Val Tyr Ala Arg Gly Met He Ser Gly Thr Gly Ser Ser Leu 
305 310 315 320 

Phe Glu Glu Leu Gly Leu Tyr Tyr He Gly Pro Val Asp Gly His Asn 

325 330 335 

He Asp Asp Leu Val Ala He Leu Lys Glu Val Lys Ser Thr Arg Thr 

340 345 350 

Thr Gly Pro Val Leu He His Val Val Thr Glu Lys Gly Arg Gly Tyr 
355 360 365 

Pro Tyr Ala Glu Arg Ala Asp Asp Lys Tyr His Gly Val Val Lys Phe 
370 375 380 

Asp Pro Ala Thr Gly Arg Gin Phe Lys Thr Thr Asn Glu Thr Gin Ser 
385 390 395 400 

Tyr Thr Thr Tyr Phe Ala Glu Ala Leu Val Ala Glu Ala Glu Val Asp 

405 410 415 

Lys Asp Val Val Ala He His Ala Ala Met Gly Gly Gly Thr Gly Leu 

420 425 430 
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50 



55 



60 



65 
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Asn Leu Phe Gin Arg Arg Phe Pro Thr Arg Cys Phe Asp Val Gly lie 
435 440 445 

Ala Glu Gin His Ala Val Thr Phe Ala Ala Gly Leu Ala Cys Glu Gly 
5 450 455 460 

Leu Lys Pro Phe Cys Ala lie Tyr Ser Ser Phe Met Gin Arg Ala Tyr 
465 470 475 480 

io Asp Gin Val Val His Asp Val Asp Leu Gin Lys Leu Pro Val Arg Phe 

485 490 495 

Ala Met Asp Arg Ala Gly Leu Val Gly Ala Asp Gly Pro Thr His Cys 

500 505 510 

15 Gly. Ala Phe Asp Val Thr Phe Met Ala Cys Leu Pro Asn Met lie Val 

515 520 525 

Met Ala Pro Ser Asp Glu Ala Asp Leu Phe Asn Met Val Ala Thr Ala 
530 535 540 

Val Ala lie Asp Asp Arg Pro Ser Cys Phe Arg Tyr Pro Arg Gly Asn 
545 550 555 560 

Gly He Gly Val Ala Leu Pro Pro Gly Asn Lys Gly Val Pro He Glu 

565 570 575 

He Gly Lys Gly Arg He Leu Lys Glu Gly Glu Arg Val Ala Leu Leu 

580 585 590 

Gly Tyr Gly Ser Ala Val Gin Ser Cys Leu Gly Ala Ala Val Met Leu 
595 600 605 

Glu Glu Arg Gly Leu Asn Val Thr Val Ala Asp Ala Arg Phe Cys Lys 
610 615 620 

35 Pro Leu Asp Arg Ala Leu He Arg Ser Leu Ala Lys Ser His Glu Val 
625 630 635 640 

Leu He Thr Val Glu Glu Gly Ser He Gly Gly Phe Gly Ser His Val 

645 650 655 

40 Val Gin Phe Leu Ala Leu Asp Gly Leu Leu Asp Gly Lys Leu Lys Trp 

660 665 670 

Arg Pro Met Val Leu Pro Asp Arg Tyr He Asp His Gly Ala Pro Ala 
675 680 685 

Asp Gin Leu Ala Glu Ala Gly Leu Met Pro Ser His He Ala Ala Thr 
690 695 700 

Ala Leu Asn Leu He Gly Ala Pro Arg Glu Ala Leu Phe 
70S 710 715 

Patentansprliche 

1. Verwendung von DNA-Sequenzen codierend fur eine l-Deoxy-D-Xylulose-5-Phosphat Synthase (DOXS) zur 
55 Herstellung von Pflanzen mit erhohtem Tocopherol-, Vitamin Chlorophyll- und/oder Carotinoid-GehalL 

2. Verwendung einer DNA-Sequenz SEQ ED No. 1 oder einer mit dieser hybridisierenden DNA-Sequenz kodierend 
fur eine l-Deoxy-D-Xyluiose-5-Phosphat Synthase (DOXS) zur Herstellung von Pflanzen mit erhohtem Gehalt an 
Tocopherolen, Vitamin K, Chlorophyllen und/oder Carotinoiden. 

3. Verfahren zur Herstellung von Pflanzen mit erhohte Tocopherol-, Vitamin K-, Chlorophyll- und/oder Carounoid- 
60 Gehalt, dadurch gekennzeichnet, daB eine DNA-Sequenz SEQ-ID No. 1 oder eine mit dieser hybridisierende DNA- 
Sequenz in Pflanzen exprimiert wird. 

4. Verfahren zur Transformation einer Pflanze dadurch gekennzeichnet, daB man eine Expressionskassette enthal- 
tend einen Promotor und eine DNA-Sequenz in eine Pflanzenzelle, in Kallusgewebe, eine ganze Pflanze oder Pro- 
toplasten von Pflanzenzellen einbringt. 

65 5. Verfahren zur Transformation von Pflanzen gemaB Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, daB die Transforma- 

tion mit Hilfe des Stammes Agrobacterium tumefaciens, der Elektroporation oder der particle bombardment Me- 
thode erfolgL 

6. Pflanze mit erhohtem Tocopherol-, Vitamin K-, Chlorophyll und/oder Carotinoid-Gehalt enthaltend eine Expres- 
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sionskassette gemaB Anspruch 4. 

7. Pflanze nach Anspruch 6, ausgewahlt aus dear Gruppe Soja, Canola, Gerste, Hafer; Weizen, Raps, Mais Oder Soo- 
nenblume. 

8. Verwendung der SEQ ID No. 1 zur Herstellung eines Testsystems zur Identifiziemng von Inhibitoren der DOXS. 

9. Testsystem basierend auf der Expression einer Expressionskassette gernaB Anspruch 4 zur Identifiziening von 
Inhibitoren der DOXS. 

10. Verwendung einer Pflanze enthaltend eine DNA-Sequenz SEQ ID No. 1 oder eine mit dieser hybridisierende 
DNA-Sequenz zur Herstellung pflanzlicher DOXS. 

Hierzu 6 Seite(n) Zeichnungen 
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Abb. 4; RNA Expressionslevel des DOXS-Gens 



A9 WT 



WT B4 Bll C2 K14 E9 D17 D3 



F9 A19 
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Abb. 5: Protein -Mengen in tr ansgenen Pflanzen 



MW WT A19 B4 C2 D17 E14 F14 F7 D3 
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Abb. 6: Westernanalyse 



MW WT A19 B4 C2 D17 E14 F14 F7 
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